This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not hmited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



{Exhibit 2} 



DE-A-29 15 082, published October 31, 1979 



® 

® BUNOESREI|^ 

DEUTSCHES 



Int. CI. 



G01N 33/16 



K OEUTSCHLANO 
PATE NT A MT 




C 

e 
c 

u 

c 
c 

L 

C 



Off enlegungsschrift 29 1 5 082 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Offenlegungstag: 



P 29 15 082.1 
12. 4.79 
31.10. 79 



Unionsprioritat: 
® ® ® 



13. 4.78 Frankreich 7810975 



Bezetchnung: 



Verfahren und Rcagenzsatz zum Nachweis und zur Charaktertsierung 
von Nukleinsauren und ihren Sequenzen 



® 
® 

® 



Anmelder: 



Vertreter: 



Erfinder: 



Institut Pasteur, Paris 



Vosstus, v.. Dipi.-Chem. Dr. rer.nat.: Vossius. 0., Oipl.-Chem.; 

Hiltl, E., Oipl.'Chem. Dr.rer.nat.: Tauchner. P., Oipl.-Chem. Or.rer.nat.; 

Heunemann, 0.. Oipl.-Phys. Or.rer.nat.; Pat. Anwalte. 8000 Munchen 

Kouriisky. Philippe: Avrameas, Stratis; Camt geb. Contamine. Brigitte: 
Guesdon, Jean*Luc; Paris 



VOSSIUS . VOSS.US - HILTI. • TAUCH^-R . HEUNEMANN 

pArs.T..wA..# 2915082 

JIV'^"-!''''''^ * ' ""NCMEN a. . PHONE: {08», *7*075 



U.Z.: P 108 (DV/nk/ke) / 2. 4 

Case: PL-0053 79 05 

Institut Pasteur 
10 Paris, Prankrelch 



15 



Verfahren und Reagenzsatz zura Nachweis und zur Charakterisierxing 
von NuklelnsSuren und ihren Sequenzen 

Priori tat: 15. April 1978, Prankrelch, Nr. 78 10975 



20 



PatentansprUche 

• 1) Verfahren zun Nachweis und zur Charakterisierung einer 
iSestinanten NukleinsSure-Sequenz Oder eines bestinmten Nuk- 
leinsaure-Pragraents, insbesondere eines Gens, auch der ge- 

25 saraten Nukleinsiure in einer Probe eines Nukleinsaurekomplexes 
durch Zusammenbringen der Probe, gegebenenfalls nach vorherigan 
Denaturieren der untersuchten Nuklelnsaure, mit einera eine 
komplementare NukleinsSure enthaltenden Indikator, der hybri- 
dlsierbar mit der gesuchten NukleinsSure oder deren Sequenz ist, 

30dadurch gekennzeichnet, dafl man als 
Indikator einen durch Bindung an ein Enzym vor oder nach der 
Hybridislerungsreaktion cheraisch modfizierten Indikator verwendet 
wobei die gegebenenfalls anwesende NukleinsSure oder deren 
Sequenz diarch die Aktivitat des s umgewandelten Hybrldisie- 

35 rungsprodukts aus Indikator und Nukleinsaure oder deren Se- 
quenz als Substrat fur ein Enzym nachgewiesen werden kann. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 

onofi/. /. / miT 
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man das Enz^T ira HinblicSc auf seine Fahigkeit, auf ein far- 
blges Substrat einzuwirken, auswShlt, und dafl man die Umwand- 
liingsrate des Substrats, die dem Anteil der gesuchten Nuklein- 
sSure Oder deren Sequenz in der Ausgangsprobe korreliertar ist, 
durch optische oder analoge Analyse bestimmt. 



5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gckennzeichnct, 
daS man den Indikator durch eine cheraische Cruppe modifiziert, 
die mit dem Enzym oder einem r4olekUl, das stabil mit dem Enzyra 

10 verbunden ist, einen stabilen Koraplex bilden kann* " 

4* Verfahren nach Anspruch 3# dadurch gekennzeichnet, daS 
man sowohl als cheraische Gruppe als auch als Molekiil Biotin 
Oder Avidin verwendet. 

5« Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl 
man als Enzym die fl-Calactosidase verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
20 dafl man zunachst die Hybridisierung, dann die Bindung zwischen 

dem chemisch modif Izierten und hybridisierten Indikator und 
dem Enzym durchfUhrt und anschlieflend den gegebenenfalls im 
Uberschufl vorhandenen nicht hybridisierten Indikator abtrennt 
bzw. abbaut. 

25 

7. Verfahren nach Anspruch 2 bis 5f dadurch gekennzeichnet, 
dafl man zunachst die Hybridisiervmg und anschlieflend nach Ab- 
trennung bzw. Abbau des gegebenenfalls im Uberschufl vorhan- 
denen nicht hybridisierten Indikators die Bindung zwischen 

30 dem chemisch modif izierten und hybridisierten Indikator und 
dem Enzym durchfUhrt . 

8. Reagenzsatz zur DurchfUhrung dos VcrCtihrcnc genviB Anspriirhe 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet^ dafi er folgende Bestandteile aufweist: 

33 a) mindestens einen bestimmten Indikator aus ciner RNA oder 

einer einzelstrangigen DMA, die charakteristisch ist fur 

eine gesuchte Mukleinsaure oder deren Sequenz, wobei 

dieser Indikator im Hinblick auf seine Bindung mit einem 
U J 
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Enzym cheraisch modifiziert ist, 

b) das gegebenenfalls modiflzierte Enzym, das fUr die 
Bindung mit dera Indikator verwendet wird, 

c) ein Insbesondere farbtges Substrat, das fUr das Enzym 
spezirisch ist, 

d) Reagentien, die fUr die Zellyse, insbesondere bei der 
Untersuchung von Blut, und fUr die Extraktion von Nuk- 
leinsauren erforderlich sind. 



9. Reagenzsatz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Indikator aus einer RNA an Biotin gebunden ist und dafl das 
15 Kupplunasprodukt aus Avidin und oinem Enzym die fl-Galactosida- 
se als Enzym enthalt. 



10. Koraplex aus elnein Enzym, das insbesondere durch 

20 seine Fahigkeit mit einem farbigen Substrat zu reagieren nach- 
weisbar ist, und eineai RNA- oder DNA-Indikator, wobei die Bin- 
dung direkt oder mittels eines koraplexbildenden Mittels erfolgt. 

11. Komplex aus einem Enzym, das insbesondere durch seine 
25 FShickeit mit einem farbigen Substrat zu reagieren nachweis- 

bar ist, und mindestens einem chemischen Molekul, wobei der 
ganze Komplex an einen gegebenenfalls modif izierten RNA- oder 
DNA-Indikator gebunden werden kann. 

30 12. Komplex nach Anspruch 11 enthaltend B-Galactosidase als 
Enzym und Avidin oder Biotin als chemische Substanz. 
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Die Erflndung betrifft eln Verfahren zxim Nachweis und ge- 
gebenenfalls zur Charakterislerung elner NukleinsSure oder 
elner Sequenz derselben. In einer diese mSgllcherwelse ent- 
haltenden Probe. Sie betrifft ferner die zur DurchfUhrung 

10 des Verfahrens erforderlichen Reagenaien und schliefllich die 
Verwendung eines solchen Verfahrens, beispielsweise zur 
raschen Diagnostizierung in vitro, ob in einer biolo- 

gischen Probe menschlicher oder tierischer Herkunft bestimmte 
NukleinsSurepartikel etwa infektiSsen Charakters vorhanden 

15 sind Oder ob ein bestinmites Gen aus dem normalen Erbgut des 
Wirts unverandcrt 1st oder nicht. 

Jede biologische Probe, beispielsweise Blut, das Jedera 
Lebewesen entnommen werden kann, enthSlt verschiedene Nuklein- 

20 sSuren in auBerordentlicher Reichhaltigkcit. . Dies trifft 
auch rUr verschiedene Sequenzen zu, beispiels'.*eise zahlreiche 
Gene, die Jede einzelne Nuklfeinsaure in diesen Proben ent- 
halten kann. Daher kann der Genetiker auf grofle Schwierigkei- 
ten beim Aufspuren qder bei der Charakterisierung von bestiimiten 

25 NukleinsSuren in einer Probe stoflen. Die Schwierigkeiten werden 
noch grSfler, wenn es darura geht, die Anwesenheit bestimrater 
Pragmente, beispielsweise der in diesen NukleinsSuren enthal- 
tenen Gene, zu charakterisieren. 

30 Um eine einzelne MukleinsKure oder einzelne Gene - beispiels- 
weise im Hinblick auf Studien der Organisation genetischer 
Sequenzen der DNA, in der sie enthaiten sind - zu charakteri- 
sieren, benStigt man zunSchst eine mit dieser NukleinsSure 
angereicherte,aus der untersuchten Probe erhaltene Fraktion. 

35 2u dlesem Zweck wurden bereits Anreicherungsmethoden vorge- 

schlagen, die sich die Hybridisierungsrcaktionen zwischen der 

gesuchten NukleinsJiure bzw, dem Gen und oinem Indikator zu- 

nutze machen, sofem ein solcher Indikator verfugbar ist und 
L -I 
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1 die erhaltenen Hybride sodann von der Probe abgetrennt werden 
kSnnen, belsplelsweise durch differ ntielle Sedimentation aus 
einer LSsung rnittels Ultrazentrif ugieren . . 

5 Solche Indikatoren wurden bereits beschrieben: es handelt 
sich dabei im allgeineinen um Ribonukleinsauren (RNA) .beispiels- 
WBise solche, die mittels genetisoher Transkripticn von Strukturgenen er- 
halten wurden. Die Sttukturgene sind Bestandteile der DNA der einzel- 
ligen Zellorganism^, aus denei sie stanmen. Die CNA ist aemnach cre- 

10 eigne t, ihrerseits in die Proteine, fUr welche die Struktur- 
gene codieren, "Ubersetzt" zu werden. Es ist bekannt, dafl di 
RNA-Nukleotid-Sequenzen zu der Sequenz der DNA, von der sie 
abstamraen, koraplementSr sind. Dies zeigt sich 

in der Eigenschaft der RNA, gemischte Hybride mit den entspre- 

15 chenden Sequenzen der zugehSrigen DNA zu bilden, die zuvor 
denaturiert worden ist, soweit diese anfangs doppelstrangig 
war, beispielsweise nach Inkubation bei hoher lonenstarke und 
erhohter Tempera tur oder in basischem Milieu. 

20 Es wurde vorgeschlagen, den Nachweis von gebildeten Hybriden 
mit Hllfe einer radioaktlven Markierung dsr Gene selbst oder 
der RNA -Indikatoren vorzunehraen.Die Durchfiihrung dieser Me- 
thoden ist Jedoch nicht einfach, und auflerdem ist es dabei 
nicht immer moglich, die Gene innerhalb der DNA ausreichend 

25 zu lokalisieren. 

Ura die untersuchten Gene in der sie enthaltenden DNA besser 

lokalisieren zu kSnnen und eine Methode zur Bildung von 
rait bestimmten DNA-Segmenten angereicherten Fraktionen - aus- 

30- gehend von derselben DNA - zu entwickeln, haben Manning et al 
eine Methode zum physiko-chemischen Nachweis dieser Gene vor- 
geschlagen. Diese Methode besteht aus der chemischen Modifi- 
zierung des RNA -Tndika tors durch Anheftung von Biotingruppen, 
d.h. Deri va ten des Cytochrom C. Diese Biotingruppen heften 

35 sicft durch BrUckenbildung bei der Hybridisierung an die DNA an 
und sir-d nun physikalisch im Elektronenraikroskop 
a Is Staubteilchen/die aus submikroskopischen Kugslchen von 
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1 einem Durchmesser von 6o nm b stehen, insbesondare auf elnem 
Untergrund von Polyinethactylsaureester nachweisbar.Die Kvlgelchat wurden 
zuvor chemlsch nodifizlert xand kovalent an Avidln-Molekille gebunden. 
Dies Methode 1st in "A New Method of In situ Hybridization", 

S Chroraosoma, Springer Verlag (Berlin), Bd. 53 (1975), S. 107 
bis 117 und in **A Method for Gene Enrichment Based on the 
Avidin-Blotin Interaction, Application to the Drosophlla 
Rlbosomal RNA Genes", Biochemistry, Bd. l6 (1977), Nr. 7, 
S. 1364 - 1369 beschrleben. 

10 

Die Inkubatlon der Hybrlde, die durch Biotln und Avidln modi- 
flzlert sind, machtes m^gllch, die Stelle der gesuchten Gene 
in der sle enthaltenden DNA zu "markleren" und sle Innerhalb 
der globulSren Struktur der DNA nachzuwelsen.Diese ist ebenfalls 
IS im Elektronenmlkroskop slchtbar ' infolge der sehr starken 
nicht kovalenten Interaktionen, die nach wie vor an den Stellen 
herrschen, die frei von Biotln und Avidln geblieben sind. 

Dlese Methode 1st jedoch kaum cicizu oeeignet , 

20 rasch zu bestimmen, ob derartige Gene bzw, CNA in einer biblogischen 
Probe menschlicher oder tlerischer Herkunft anwesend sind oder 
nicht. So ist bcispiclsv;eise cine rascho Olagnose einer In- 
fektlon, von welcher der Wirt mSglicherweise befallen ist, oder 
der Tatsache, ob ein Gen oder beispielsweise eine DNA-Sequenz 

25 in diesem Wirt unverSndert geblieben ist oder nicht nach der 
Methode schwer mSgllch 

Aufgabc der Erfindung ist es Nachweis- und sogar Charakterisie- 
rungsmethoden zur VerfUgung zu stellen, die mit einfachen Mit- 
teln von Laboranten ohne besondere Ausbildung angevcindt werden kannen. 
30 Diese Aufgabe wird durch die Erfindung gel5st. 



Die Erfindung betrifft somlt den in den Patentanspriichen gekenn-^ 
zeichneten Gegenstand. 

35 NatUrllch darC die cheralsche Modiflzierung die gegebenenfalls 
zusStzlich stattfindende Hybridisierung des Indikators mit der ge- 
suchten DNA-Sequenz bzw. dem DNA -Fragment nicht behindem. 
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1 PUr den Pachmann llegt es auf der Hand, daB rait dieser Methode 
dl MOgllchkelt geg ben ist. rasch festzustellen, ob in einer 
biologisch n Probe das DNA-Cen bzw. DNA-Fragment, das dem ver- 
w ndeten Indikator entsprlcht, vorhanden ist oder nicht, und 

5 dies sogar bei Anwesenhelt einer groBen Anzahl anderer Nuk- 
leinsSuren. Dies ist Insbesondere darauf zurUckzufUhren, daB 
durch den Nachweis aufgrraid der enzynatischen AktivitSt, wcbei das' Bizyra 
durch das Substtat an das Ilybrid gebunden ist, uinfassenda AnwendungsnBglich- 
keit^ gcgdben sind. 
10 Nach einer ausreichenden Reinigimg des Hybrids ist es sogar 
miSglich, Angaben Uber die Konzentration der gesuchten DNA in 
der untersuchten biologischen Probe bzw. Uber die Anzahl der 
Kopien des gesuchten Gens in der gereinigten DNA zu erhalt n, 
und zwar durch Bestintmung der Enzymaktivitat. 

IS 

Bei einer zu untersuchenden NukleinsSureprobe kann man zunSchst 
die Hybridisierung durchfUhren. Dann kann die Bindung zwischen 
dem chemisch modifizierten und hybridisierten Indikator und dem 
Enzym stattfinden. Man kann vor Bestimmun.g der 
20 Enzymaktivitat den gegebenenfalls im Oberschufl vorhandenen nicht 
hybridisierten Indikator bzw. cfas UberschUssige mit dem Indi- 
kator nicht umgesetzte Knzym abtrennen oder abbauen. 

CemSB einer anderen AusfUhrungsform der Erfindung kann die Ab- 
25 trennung oder der Abbau des UberschUsslgen nicht hybridisier- 
ten Indikators gegebenenfalls vor der Bindung zwischen dem 
chemisch modifizierten und hybridisierten Indikator und dem 
Enzym erfolgen. 

30 Der spezifische Indikator kann aus RNA oder einzelstrSngiger 
DNA bestehen. Verwendet man eine ursprlinglich doppelstrSngige 
DNA (oder RNA) als Indikator, so muB er vorher durch an sich 
bekannte Methoden denaturiert worden scin. 

3S PUhrt man eine chemische Modifizierung des Indikators mit Bio- 
tin durch, so kann man die Methode nach Manning et al (a.a.O.) 

L J 
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1 mittels des Cytochroin C (durchschnittlich ein Molekill 
Blotln pro ^tua 100 Nukleotide ). anwenden. 

Vorzugsweise verwendet man zum Markieren des Hybrids durch 
5 das Enzym den Koi§»!FJxy*^r°sicA nach der Methode von Avrameas 
(beschrieben in Immunocheraistry, Bd. 6 (1969)# S. 43 - 52) 
aus Avidin und den Enzyra, insbesondere der fl-Galactosidase, ergibt, 

Man kann natUrlich auch andere chemische Modifizierungsmethoden 
10 fiir den mdikator und gegebenenf alls das Enzym im Hinblick auf deren 
Bindung, vorzugsweise nach der Hybridisierungsreaktion, ver- 
wenden und kann die aiodlfizierenden Mittel fUr Indikator und 
Enzym umgekehrt verwenden. 

15 Es kommen noch andere Paare von nodif izierenden Mttteln fUr 
Indikator xind Enzym in Prage, fUr die nachstehend einige Bei- 
spiele angegeben sind. Das erste dieser Mittel wird vorzugs- 
weise Jewells zur chemischen Modifizierung des Indikators und 
das zweite zur chemischen Modifizierung des Enzyms eingesetzt. 

20 Der Indikator kann beispielsweise nach einer bekannten Methode 
durch Metallionen/ wie Quecksilberionen / modifiziert werden, 
und der Nachweis wird mittels eines Enzytns durchgefUhrt, das 
Sulfhydrylgruppen (-SH) aufwelst oder an einen solche Gruppen 
enthaltenden TrSger gebunden ist. 

25 

Man kann beispielsweise folgendermaflen vorgchen, wenn die zu 
untersuchende Probe nur aus wenigen Millilitern Slut besteht: 
Die Erythrocyten werden lyslert, und die DNA wird nach Ubli- 
chen Methoden extrahiert. Sodann wird eine kleine Menge der er^ 
30 haltenen DNA^beispielsweise 1 bis lOO^g, mit 0, 1 - 0.3 N NaOH denatu- 
riert, die LSsung anschlieflend neutrallslert und auf einen pH- 
Wert von 7 eingestellt. 

Die erhaltene Losung wird rait dem der gcsuchten DNA oder dem 
DNA-Pragment entsprechenden Indikator verse tzt, und zwar etwa 
35 1 ug Indikator pro 100 ug denaturierte [»1A (die Menge der gefarauchten 
VaOtl richtet sich nach den Antcil der gcsixrhten Di-IA in der zu analysierenden 
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1 Probe ) • Die Losung wlrd sodann mit Salzen versetzt, um ein 
hohes lonenmilieu zu errelchen, namlich mit mindestens 0,3 
in Gegenwart von 50 % Forinamid und eines Chelatbildners in ge- 
ringer Konzentration. Das Volum n soli vorzugsweise gering sein. 

5 Die Hybridisierung kann sodann bei der hierfUr Ublichen Tempe- 
ra tur 1 bis 40 Stunden (normalerweise 16 Stxmden) durchgefUhrt- 
werden. Man kann auch die Methode nach Manning (a.a.O*) oder 
andere Hybrid isie rungs me thoden anwenden, beispielsweise die 
Methode nach Kohne et al (Biochemistry, Bd. 16 (1977), S. 5329 

10 - 53^1), die bei der hierfUr Ublichen Tempera tur in einer phenol- 
haltigen Ehiulsian durchgefiihrt wird. 

AnschlieQend wird an ein Enzym, beispielsweise die B-Galactosi- 
dase, gebundenes Aviuin zugesetzt, xind zwar unter Bedingiuigen, 
welche die Bindung des Biotins am Indikator an die freien Grup- 

IS pen des Avidins des Komplexes ermSglichen. 

Der nicht hybridisierte Indikator wird anschlieflend vom hyb- 
ridisierten Indikator nach Ublichen Methoden abgetrennt, bei- 
spielsweise durch AusfSllen mit Polyathylenglykol* Gelchromato- 
graphie beispielsweise rait Sepharose, oder Ultrazentrifugieren. 

20 Andcrerseits kann der nicht hybridisierte Indikator vor der 
Bindung des Avidins, welches das Enzym mit den an den hybri- 
disierten Indikator gebundenen Biotingruppen tragt, an die DNA 
abgetrennt werden* 

Man kann das gegebenenfalls fixierte Enzym und deraentsprechend 
25 die gegdoen^falls stattfindende effcktivc Ifybridisierung des IndUcators mit 
der untersuchten DNA nachwelsen, Indem man ein Ehzymsubstrat, insfaescandere 
Orthcnittophenolgalactosid (GtlPG) , mit der Losung in Bertihrung bringt; 

Sobald die Versuchsbedingungen festgelegt sind, ist es natUrlich 
30 moglich, eine meBbare Aktivitatsschwelle zu bescimmen, beispiels- 
weise durch eine kolorimetrische oder fluorographische Methode. 
Oberhalb dieser Schwelle kann auf die Anwesenheit der gesuchten 
DNA Oder des DNA -Fragments in der behandelten Probe geschlossen 
werden. 

35 

Das nachstehend beschriebene im Labor durchgef uhrte Versuchsbei- 
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1 spiel dient zur ErlSuterung des erfindungsgemaflen Verfahrens. 
Es llegt Im Rahraen des handwerklichen KSnnens, die Methoden 
im Hlnbllck auf die untersuchte blologlsche Probe und die ge- 
suchte DNA oder das DNA-Fragment entsprechcnd abzuwandeln. 

5 

Versuchsbelspiel 

Der Versuch dient deci Nachweis einer Maus-DNA durch Hybri- 
disierung dleser DNA tnit ribosomaler Maus-RNA als Indlkator. 
100 /ug Maus-DNA pro 100 /Ul wSfirige LSsung werden cui'ish Ver- 
se tzen mit 10 /Ul 1 M Naai denaturlert. Nach 10 Mtnuten wird 
die LSsung mit 10 /Ul 1,5 M Natrlumphosphorsaure (NaHgPO^^) ver- 
setzt und auf einen neutralen pK-Wei-t eingestellt. Die dena- 
turierte DNA-LUsung wird sodann rait l/ug- ribosomaler HNA, die 
mit Biotin mittels Cytochrom C (hcrgestellt nach der Methode 
von Manning et al.) markiert ist, versetzt. Das Volumen wird 
mit Wasser auf l6o /ul gebrachfc. Dann werden ^Oyul einer Mine- 
ralsalzlbsung in einer Konzentration von 20 x SSC (Standard 
Saline Citrate) und 200 /ul redestilliertes oder detonisiertes 
Pormamid zugegeben. Die LSsung I x SSC ist eine wSflrige LSsung 
von 0.15 M^^aCl und O,015M Natriumcitrat, bei einem pH-Wert von 
7.0. Das Gemisch wird l6 Stunden bei Ublichcr Temperatur in- 
kubiert, dann bei 4*^0 gegen 2 x SSC dialysiert und anschlieflend 
8 Stunden gegen 500 ml Puf ferlbsung, die 0,1 M Phosphat, 1 M 
NaCl und 0,01 M Xthylendlamintetraessigsaures Natrium (EDTA) enthait, 
" bei elnem ph-Wert von 7,0 dialysiert. Letztere Dialyse wird 
zwelmal wiederholt und Je 8 Stunden durchgefUhrt. Die erhalte- 
ne LSsung wird eine Stunde bei Ublicher Temperatur mit pank- 
reatischer Ribonuclease inkubiert. Die Ribonuclease-Konzen- 
tratton betrSgt 10 /ug/ml. Durch diese Behandlung kann nicht 
^ hybridisierte RNA abgebaut werden. 

Sodann werden I mg/ml Cytochrom C-LSsung und 1/ul einer LSsung, 
die in 1 rog/ml Avidin und 2 mg/ml 0-Galactosidase enthSlt, zu- 
gegeben. Dabei erwetst sich, dafl oincs von 7 Molckiilen S-Ga- 
lactosidase an Avidin gebundcn ist. Die LSsung wird geruhrt 
und sodann 4 Stunden bei 4°C stehenRelassen. 
Anschlieflend wird mit Phosphat-Dlalysepuffer auf 10 ml ver- 
diinnt, und die erhaltene LSsung wird eine Stunde bei 55 000 
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1 U/Mln* zentrifuglert (im Beckman R tor SW 41). CNA- und RNA-4t/bride 
finden slch Im Nlederschlag zusammen mit den an dlese RNA ge-- 
bundenen Avldln-a-Galactosldase-Komplexen. Der Uberstand ent- 
hSlt nicht hybridiaierte und durch Ribonuc lease abgdbaute rna sowie 

5 isigdbundene Avidin und S-<3alactosidase. 

Der Nlederschlag wird abgetxennt und emeut in 10 ml Pufferlosnjng 
suspendlert und zentrifuglert. Anschlleflend wird der Nleder- 
schlag in 0,5 ml Puffer aufgenommen (Tube Nr. 1). Scdann wird 
die Aktlvltat der Q-Galactosidase beim Umsetzen des Substrats 

10 ONPG nach der Methode von Miller (Experiments in bacterial gene- 
tics (1972) , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
New York, USA) durch Messung der optlschen Dichte der 

LSsung bei 420 ttfx bestlmmt, \ind zwar njach mlndestens 30-mlnii- 
tiger Inkubation bei 37^0. Es werden unter genauer Elnhaltung 

IS der vorgenannten Bedlngungen Kontrollproben herge5tellt,wobel 
jedoch beim ersten Kontrollversuch die Zugabe der ribosoraalen 
RNA (Tube Nr. 2) und beim zweiten Kontrollversuch die Zugabe 
der Maus-DNA (Tube Nr. 3) weggelassen wird. Die Ergebnisse 
slnd in der Ta belle zusammengefaQt. 

20 



Tabelle 
Inhalt 

Tube Nr. DNA RNA optlsche 

„ Dichte bei 420 toi, nach 

30 Mln., bei 37 C 



30 



1 + + 0,45 

2 + - 0,1^ 

3 - + 0,15 

+ und - in der DNA- und RNA-Spalte deuten Jewells an, ob die 
DNA bzw. RNA in der ursprtlngllchen Losung vorhanden war Oder 
nicht. 

35 Aus der Tabelle ist crsichtlich, daB die in der (das Hybrid 
enthaltenden) Tube Nr. 1 gencssene optischc Dichte signifi- 
kant hoher ist als bei den Kontrollproben. 
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1 Das Versuchsbelspiel erlautert also die Bedingungen, unter de- 
nen die gegebenenfalls anwesende DNA bzw. das DNA*Pragment 
nachgewlesen werden kann^ sofern eln komplementarer Indl- 
kator dleser DNA bzw. des DNA -Fragments verfugbar 1st, und zwar 

5 dxirch elne einfache Methode,.dle weder koniplizlertes Laborma- 
terlal noch besonders grofle fachmannlsche Erfahrung erfordert* 

Das erflndxangsgemafle Verfahren kann bel dlagnostlschen In vltro- 
Verfahren zum Nachweis verschledener Vlren, wle Herpes, 
10 Epstein Barr, Pox-Vlrus, Cytomegalo, in blologlschen Pro ben 
(wle Blutproben, Stuhlproben) besonders vortellhaft angewandt 
werden. Es kann femer fUr die Diagnose bestlnirater chromoso- 
maler Anoraallen angewandt werden. 

15 Das erf Indungsgemafle Verfahren kann v«iterhin zur Feststellung 
der bakterlellen Diagnose, insbesondere bei Tragem pathogener 
Gene, seien sie exprimiert/ nicht exprimiert oder latent , an- 
gewandt werden. 

20 PUr den Pachmann liegt es auf der Hand, dafl man be Ira Suchen 
elner InfektiSsen DNA rasch auf den Erkrankunptsgrnd einer er- 
flndungsgemafl behandelten blologlschen Probe Im Hlnbllck auf 
die gesuchte Nukleinsaure bzw. deren Fragmente schlleflen kann, 
wenn kelne Induzierung oder zumindest keine Uberschreitung der 

25 Aktlvltatsschwelie auf dera farbigen Substrat festgestellt wlrd, 
sel es durch Versuche sei es durch Vergleich mlt den vlrusfrel n 
Kontrollproben. 

Uragekehrt kann die festgestellte nicht vorhandene Aktlvltat 
30 hlnsichtllch dcs farbigen Substrats, Insbesonder oberhalb der 
vorgenannten Schwello, in cincin ondcrcn bcrelts angcsprochcnen 
Bereich Anwendung flnden: Sie kann die Anwesenhelt einer Ano- 
raalie gesuchter chromosomaler Abnormitat durch die festgestellte 
' nicht vorhandene gesamte oder partielle Hybridisierung zwischen 
35 indikator und untersuchter DNA anzeigen. 

Beispielsveise kann raan fiir medizinlsche Labors 

L -i 
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1 Reagenzsatze ("Kit") mit alien zur DurchfUhrung des 

erflndungsgemaflen Verfahrens notwendlg n Reagentien zur Ver- 
fUgung stellen. Solche ReagenzsStze konnen Insbesonder 

Muster fUr Indlkatoren enthalten, die belsplelswelse den DNA von 

5 gut erforschten pathogenen Viren oder Bakterlen entsprechen, xand 
sogar fUr Indlkatoren, die den besondeten Genen entsprechen, die 
noznnalervrelse In blologlschen zu untersuchenden Proben wle Blut 
enthalten slnd. 

10 Wle berelts ennShnt, sollte der modlflzlerte Indlkator vorzugs- 
welse eln Indlkator seln, an den Blotln gebtinden 1st und wobel 
das modlflzlerte Enzyin, belsplelswelse die Smalactosldase, 
selbst an das Avldln gebunden 1st. 

IS Die Erflndung betrlfft weiterhln neue 

Komplexe aus elnem Enzym (dessen Aktlvltat im Hlnbllck auf 
Insbesondere eln farblges Substrat nachgewlesen werden kann) 
und elnem Indlkator (RNA oder elnzelstraLnglge DNA) , sel es die 
Blndung erfolgt dlrekt, sei es nsit Hilfe eines konplffldbildendeR Mittels 

20 zur industriellen Verwendung. Sie betrlfft auch den Kcraplex aus Ehzi-m und 
tnijidestens einon ciiQriischcn Molekiil, ;<jbei der aanze Itanplex an einen ge- 
gebenenfalls modlflzlerten Indlkator (RNA oder DNA) gebunden 
werden kann, der selbst inlt elner DNA bzw. einon DNA-Fragmsit hi^bri- 
dlslerbar 1st. Solche neue Industrlelle Produkte slnd bel- 

25 splelswelse die Komplexe aus Indlkator (RNA oder DNA) und Inem 
Enzym, wie die 0-Galactosldase, oder die Komplexe 

aus Avldln bzw. Blotln und elnem solchen Enzym. 

Die Erf Indxing kann noch In anderen Berelchen Anwendung flnden, 
30 Insbesondere bel der Marklerung bestlmmter DNA-Fragmente In 
bekannten genetlschen Versuchen zur Bestlramung des Genotyps 
der In Prage stehenden DNA. Sle kann Insbesondere Anwendung 
flnden bel der Bestlmraung, ob eln besonderes DNA -Fragment in 
• genetlschen Ausleseversuchen Inkorporlert 1st oder nlcht. Bel 
35 dlesen Ausleseversuchen geht es belsplelswelse um Transforma- 
tlonen von Zellen mittels fremder DNA, die das betreffende DNA- 
Fragment enthalt, oder aber urn Transduktionsversuche, bel denen 
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1 DNA-Fragmente, di norma lerweise In der zellularen DNA ent- 
halten slnd. In die vlrale DNA Ubergehen, rait der die Zellen 
infiziert vrorden sind. Eine solche Anwendimg ist nattirlich nur 
mSglich, wenn man iiber einen Indikator verfUgt, der das kom- 

5 pleraentSre RNA- bzw, DNA-Pragment des Fragments der gesuchten 
Nukleinsaure ist. 

Die vorliegende Erfindung erschSpft sich keineswegs in den er- 
ISuterten Anwendungs- xind Durchftlhrungsnioglichkeiten.' Sie um- 

10 faflt vielmehr alle Varianten, insbesondere hinsichtlich Modi- 
fizierungen des Indikators, die eine enzyraatische posierung 
des Hybrids ermSglichen, sowie die Modifizierungen hinsichtlich 
der Bildung und/oder Reinigung des Hybrids, der Markierung od r 
chemischen Modifiziening der imtersuchten DMA selbst, und zwar 

IS unter den vorgenannten Bedingungen, wobei beim RNA-Indikator 
keine besondere Markierung vorgenommen wird. Eine Umkehrung der 
Reagentien kann beispielsweise im Palle elner DNA in Betracht 
gezogen wexxlen, die zahlreiche repetitive Gene enthalt, welche 
aus der gesamten DNA in Form des Hybrids mit dem Indikator iso- 

20 liert wex^en sollen, Voriier wird die DNA durch iibliche Methoden 
f ragmen tier 



25 

Gemafl einer anderen AusfUhrungsforra kann man das Verf ahren zum 
Nachweis des Hybrids aus der gesuchten DNA und dem Indikator, 

mittels eines an ein Enzym, beispielsweise die fl-Galactosi- 
dase, gebundenen Antihybrid-AntlkcSrpers anwenden, 

30 
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